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1. 要約 
赤血球造血はヘモグロビン合成の過程で多くの鉄を必要とする。造血に使用される
鉄の供給源は食餌性鉄と貯蔵鉄であるが、これら 2つがどの程度造血に寄与してい
るかは十分に評価されていない。そこで本研究では、鉄の安定同位体である 57Feを
用いて食餌性鉄を標識し、マウスにおける食餌性鉄由来のヘモグロビン合成量を定
量する系を構築した。この方法を用い、造血刺激条件下や体内鉄介入条件下におけ
る食餌性鉄の造血利用を評価した。Hepcidinは体内鉄の恒常性維持に寄与している
ホルモンであり、貯蔵鉄の蓄積に応じて肝臓から産生される。鉄負荷条件下では、
hepcidin産生が増加し、食餌性鉄の吸収活性は著しく低下した。この結果は十二指
腸において鉄吸収を担うトランスポーターである divalent metal transporter 1 およ
び ferroportinの発現が鉄負荷条件下で低下したことと一致した。肝臓では
ferroportinは貯蔵鉄の動員を促進するが、造血刺激条件下における肝臓の
ferroportin発現は鉄負荷によって変化しなかった。この結果から、造血刺激条件下
においては、体内鉄状態は貯蔵鉄動員に影響を及ぼさないことが推察された。以上
のことから、食餌性鉄の吸収システムは網内系からの鉄動員システムよりも体内鉄
状態に鋭敏だと考えられた。また、食餌性鉄の吸収は体内鉄状態に応じて調節され
るが、網内系における貯蔵鉄の利用は体内鉄環境の影響を受けにくいことが示され
た。 
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2. 研究背景 
鉄は酸素運搬の担い手や多くの酵素の構成因子であり、様々な生体反応に必須の重
要な元素である(1)。生体内の鉄の多くは赤血球にヘモグロビンの構成因子として存
在する。また微量の鉄が酵素反応の触媒として組織に存在するほか、肝臓や脾臓と
いった網内系においてフェリチンとして貯蔵されている。 
 鉄は必須の元素である一方、過剰になると酸化ストレスの発生源となり、生体に
とっての毒となる(2)。そのため、体内鉄量は厳密に制御される。鉄の吸収には主に
2つのトランスポーターが関与している。一つが divalent metal transporter 1
（DMT1）、もう一つが ferroportin（FPN）である。DMT1は十二指腸の頂端膜側
に局在する(3)。一方、FPNは十二指腸と網内系マクロファージに存在する唯一の鉄
エクスポーターであり、鉄吸収組織や鉄貯蔵組織から血液へと鉄を動員する役割が
ある(4, 5)。 
 鉄恒常性の主要制御因子である hepcidinは、25アミノ酸で構成されるホルモン
であり、主に肝臓で産生される(6)。hepcidinは FPNに結合し、FPN の内在化と分
解を促進することにより、腸細胞からの血中への鉄流出を阻害し食餌性鉄の吸収を
抑制する他、網内系マクロファージからの貯蔵鉄の放出を抑制する(7-9)。このよう
なメカニズムにより、鉄の恒常性は体内鉄状態や造血介入に対し、hepcidinを介し
て全身レベルで制御されている(10)。また Hepcidinは体内鉄状態や造血の他に、炎
症の影響も受けることが知られており、炎症性サイトカインである IL-6が
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JAK2/STAT3経路を介して hepcidin遺伝子（Hamp）の転写を誘導することが知ら
れている(11, 12)。 
 造血幹細胞から派生した赤芽球前駆細胞はエリスロポエチン（Epo）等の造血支
持因子の制御を受け、増殖・分化し赤芽球となる。赤芽球が赤血球へと成熟する過
程において、多量の鉄が血液から取り込まれヘモグロビン合成に利用される。この
鉄の供給源は食餌性鉄および網内系に蓄えられた貯蔵鉄である(13)。赤血球造血刺激
因子製剤の一つであるエポエチンベータペゴル（Continuous Erythropoietin 
Receptor Activator; C.E.R.A.）は、遺伝子組換えヒト Epoに 1分子の直鎖メトキシ
ポリエチレングリコールを化学結合し、長時間作用型にした製剤である。これをマ
ウスに投与すると赤血球造血が促されるとともに、hepcidinの産生が抑制され、そ
の結果、食餌性鉄吸収および貯蔵鉄動員が促進されることが明らかとなっている
(14)。C.E.R.A.の投与により hepcidin産生が抑制されるメカニズムについては、
2014年の Kautzらの報告を参考にすると(15)、Epoが作用した赤芽球から分泌され
る erythroferroneが肝臓に作用し、hepcidin産生を抑制していると考えられる。こ
のように、赤血球造血刺激下における鉄供給の分子メカニズムの理解が進んできた
ものの、食餌性鉄と貯蔵鉄の代謝動態の相違を定量的に解析する手法が確立されて
おらず、造血刺激下や鉄負荷時における鉄代謝機構は明らかになっていない。 
 これまで、食餌性鉄の吸収を評価する手段としては放射性同位体である 55Feや
59Feを使用する方法がとられてきた(16, 17)。しかしながら、放射性同位体を用いた
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評価は半定量的であるうえに、特殊な設備と技術を要する点が課題であった。天然
に鉄は 4つの安定同位体、54Fe、56Fe、57Fe、58Feで構成されており、それぞれの
存在比率は 5.845%、91.754%、2.119%、0.282%である(18, 19)。その中で 57Feは
天然における存在比率が比較的低いことから、放射性同位体に代わる鉄のトレーサ
ーとして用いることができると考えた。また、誘導結合プラズマ質量分析
（inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-MS）を用いることによ
り、安定同位体を高感度で定量的に評価することができると考えられた。これまで
にも 57Feと ICP-MSを用いて鉄の吸収活性を測定する研究はあった(19, 20)。しか
しながら、いずれの研究においても食餌とは別に少量の 57Feを経口投与した後に体
内への取り込みを測定しているため、評価は相対的であり定量性は十分ではない。
また、57Feを硫酸鉄溶液として単回経口投与しており(19, 20)、時間的にも限定的な
評価である。そこで本研究では、すべての鉄を 57Feに置き換えた食餌を一定期間マ
ウスに与え、ICP-MSを用いて生体サンプルを測定することにより、食餌性鉄の吸
収活性を定量的に測定する系を構築した。この解析系を用いることにより、造血刺
激条件下や鉄介入条件下における食餌性鉄の造血利用を定量解析した。その結果、
57Fe由来のヘモグロビン合成量が食餌性鉄の活性を定量するうえで優れたパラメー
タであることが明らとなった。さらに、鉄負荷条件下では食餌性鉄の鉄吸収システ
ムは不活性化する一方で、網内系からの貯蔵鉄動員は維持されることがわかり、食
餌性鉄と貯蔵鉄の代謝動態には特異的な応答システムが存在することを示した。 
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3. 研究目的 
本研究では、食餌性鉄の吸収活性の定量的評価系を構築すること、および、造血刺
激条件下および体内鉄介入条件下における食餌性鉄の造血への寄与度を定量的に評
価することを目的とした。 
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4. 研究方法 
動物実験 
雄性 C57BL/6NCrl マウスを日本チャールスリバーより購入し使用した。固形飼料
および飲水は自由摂取とした。すべての動物実験は中外製薬株式会社の動物実験の
飼育と使用に関する委員会（IACUC）の承認のもと実施された。C.E.R.A.（中外製
薬株式会社）および鉄デキストラン（Sigma-Aldrich）は 0.02%Tween80 含有 PBS
（Sigma-Aldrich）により希釈した。鉄の安定同位体である 57Fe（純度 95.95%）は
Medical Isotopes社より鉄パウダーとして購入した。飼料は全て Research Diets社
で作製され、上記の 57Feパウダーを 200 ppm配合した飼料を 57Fe飼料とし、天然
鉄を 200 ppm配合した飼料をコントロール飼料とした。動物実験のプロトコルを図
1に示す。C.E.R.A.刺激条件下で造血に使用された食餌性鉄の利用を評価するた
め、コントロール飼料を摂餌したマウスに対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静
脈内投与し、直後にコントロール飼料から 57Fe飼料へ切り替えた。C.E.R.A.投与日
を Day 0 とし、Day 0、2、5、8、14にマウスを麻酔下放血により安楽死処置し、
解析を実施した。各グループ 5匹のマウスを使用した。 
 
鉄負荷実験 
鉄負荷実験については実験プロトコルを図 2に示す。鉄介入条件下での、造血に使
用される食餌性鉄の寄与を調べるために、鉄欠乏マウスモデルおよび鉄負荷マウス
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モデルを作出した。鉄欠乏マウス群では鉄欠乏食を 5日間摂餌した後、対照液もし
くは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与し、直後に 57Fe飼料に切り替えた。一方、
コントロールマウス群にはデキストラン、鉄負荷マウス群には鉄デキストランを尾
静脈内投与し、投与から 5日後に対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈投与し
た後、57Fe飼料に切り替えた。鉄剤の投与量については鉄 0.5負荷群にはマウスあ
たり鉄デキストラン 0.5 mg を、鉄 1.0負荷群にはマウスあたり鉄デキストラン 1.0 
mgを投与した。対照液もしくは C.E.R.A.の投与日を Day 0 とし、Day 0、5、8
に、マウスを麻酔下放血により安楽死処置し、解析を実施した。各グループ 4また
は 5匹のマウスを使用した。 
 
マウスサンプルの取得 
下行大静脈より血液を採取し、2つに分けた。一方はミニコレクト EDTAチューブ
（Greiner Bio-One）、もう一方は真空採血管（Terumo）に回収し、血漿および血清
を単離した。十二指腸、脾臓、肝臓は Day 0および Day 5に取得した。組織学的解
析のため、十二指腸および脾臓と肝臓の一部は 10%中性ホルマリン溶液で 24時
間、4ºCで固定した。脾臓と肝臓の残りの部分を用いて鉄含有量を解析した。骨髄
細胞は大腿骨を 2% FBS（Bovogen Biologicals）含有 IMDM培地（Sigma-
Aldrich）で洗い出すことで回収した。骨髄細胞懸濁液を 2300 gで 5分間遠心し、
ペレットを鉄含有量解析およびフローサイトメトリー解析に用いた。 
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血液中の血球パラメータおよび鉄パラメータの解析 
血球パラメータは自動血球分析装置 XT-2000iV（Sysmex）を用いて測定した。血清
hepcidin濃度は高速液体クロマトグラフ UFLCXRシステム（島津製作所）を搭載
した液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置 AB Sciex Triple Quad 5500 シ
ステム（AB sciex）を用いて測定した(21, 22)。 
 
骨髄細胞、肝臓、脾臓中の鉄含有量の解析 
骨髄細胞、肝臓、脾臓を硝酸に溶解し、加熱分解した。鉄含有量は誘導結合プラズ
マ発光分析装置 ICP-AES（Agilent Technologies）を用いて測定した。 
 
赤血球、骨髄細胞、肝臓、脾臓中の 57Fe含有量の解析 
回収した赤血球、骨髄細胞、肝臓、脾臓サンプルを水酸化カリウム水溶液で溶解し
た後、マイクロウェーブ分解した。誘導結合プラズマ質量分析装置 ICP-MS Agilent 
7700x（Agilent Technologies）を用いて 4つの鉄安定同位体の濃度を測定した。 
 
免疫組織化学 
ホルマリン固定した十二指腸、脾臓、肝臓サンプルのパラフィン包埋ブロックよ
り、厚さ 4 μmの切片を作製した。2 μg/mLの抗 FPN抗体（Alpha Diagnostics 
International）もしくは 2.5 μg/mLの抗 DMT1 抗体（Alpha Diagnostics 
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International）と HRP標識ポリマーを結合したヤギ抗ウサギイムノグロブリン
（Envision Systems）を用いて免疫組織化学的解析を実施した。病理学的グレード
は介入について盲検化した上で実施し、中外製薬株式会社鎌倉研究所の萬 啓悟研
究員が評価した。格付けの基準は下記の通りである。0; 全くない、1; 非常にわず
か、2; わずか、3; 中程度、4; 著しい。 
 
フローサイトメトリー 
骨髄中の異なる分化段階にある赤芽球の比率を調べるため、ペレットになった骨髄
細胞を 2% FBS（Bovogen Biologicals）含有 PBS（Sigma-Aldrich）に懸濁し、抗
CD16/CD32抗体（BD Biosciences）を加えて静置した後、PE標識抗 CD71抗体
（BD Biosciences）、FITC標識抗 Ter119抗体（BD Biosciences）で染色した。静
置後、サンプルを洗浄し、BD FACSAriaⅡ（Becton Dickinson）および FACS 
Diva softwareを用いてデータ取得および解析を行った。 
 
統計解析 
統計的有意差は JMP Version 10 software（SAS Institute）を用い、二元配置分散
分析、ウィルコクソンの順位和検定、ボンフェローニ法、ダネット検定により行っ
た。P値が 0.05未満のときに統計学的に有意な差があると判断した。 
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5. 研究結果 
1, 食餌性鉄の造血利用および網内系における分布は定常状態においても造血刺激下
においても増加する 
定常状態での食餌性鉄の造血利用および体内分布を評価するために、対照液を投与
したマウスのヘモグロビン濃度、肝臓、脾臓、骨髄細胞中の鉄含有量を測定した。
これらのパラメータは投与直前（Day 0）と Day 14で比較して有意な差は見られな
かった（図 3a-d）。一方、対照液を投与したマウスで血中ヘモグロビン濃度のうち食
餌性鉄を利用して合成されたヘモグロビン濃度（57Fe-ヘモグロビン濃度）、および肝
臓、脾臓、骨髄細胞における 57Fe分布を、誘導結合プラズマ質量分析装置を用いて
測定したところ、いずれの測定結果においても 57Fe含有量が Day 14までに増加す
ることがわかった（図 3e-h）。 
 次に C.E.R.A.により造血刺激を行った条件下での食餌性鉄の赤血球への取り込み
および網内系への分布を調べた。まず、C.E.R.A.による造血刺激の効果を確認する
ために網状赤血球数および赤血球数を評価したところ、C.E.R.A.は Day 5から 8に
おける網状赤血球数を増加させることが確認された（図 4aおよび b）。また、赤血
球数は Day 14まで C.E.R.A.投与群において対照液投与群と比較して有意な高値を
示した。57Fe-ヘモグロビン濃度は、C.E.R.A.による造血刺激下において対照液投与
群と比較し著しく増加した（図 3e）。造血刺激下において、肝臓では総鉄含有量は
Day 2 から 8の間に一時的に減少したものの（図 3b）、57Fe含有量は Day14で増加
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した（図 3f）。脾臓では、造血刺激によって総鉄含有量、57Fe含有量の双方が増加
した（図 3cおよび g）。骨髄細胞では造血刺激によって総鉄含有量は減少したが（図
3d）、57Feの比率は Day 8 以降に増加した（図 3h）。 
 
2, C.E.R.A.による造血刺激により鉄の吸収システムが活性化する 
鉄吸収システムの動態を調べるため、血清中の hepcidin濃度および十二指腸におけ
る DMT1と FPNの発現レベルを測定した。造血刺激下では、血清 hepcidin濃度は
Day 2から 8まで抑制された（図 5a）。C.E.R.A.の投与は Day 5 での十二指腸上皮
の刷子縁膜上の DMT1 および基底側方膜上の FPNの発現レベルを増加させた（図
5b-d）。これらトランスポーターの発現レベルの半定量的評価では、C.E.R.A.投与群
において DMT1の発現レベルは Day 2 から 8まで増加し、FPNの発現レベルは
Day 5 から 8まで増加した（図 5cおよび d）。 
 
3, 食餌性鉄のヘモグロビン合成への利用は鉄負荷により抑制される 
次に、体内鉄状態により食餌性鉄および貯蔵鉄の造血への寄与が変化するか調べ
た。Day 0、5、8における血球パラメータを表 1にまとめた。造血刺激下におい
て、各鉄介入条件下での網状赤血球数のピーク（Day 5）に有意な差は認められなか
った。また Day 8 における赤血球数についても有意な差は認められなかった。骨髄
中の赤芽球系細胞の分化状態についてフローサイトメトリーを用いて解析したとこ
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ろ、造血刺激から 5日目（Day 5）において、Ter119陽性 CD71高発現細胞（好塩
基性赤芽球画分）および Ter119陽性 CD71低発現細胞（正染性赤芽球、多染性赤芽
球から網状赤血球を含む画分）は鉄介入によって有意に変化しなかった（表 2）。 
一方いずれの鉄介入条件下においても、Day 8 におけるヘモグロビン濃度は対照
液投与下よりも C.E.R.A.投与条件で有意に高かった（図 6a）。また、体内鉄介入は
ヘモグロビン濃度に影響を与えないことを確認した。一方で、Day 8 における 57Fe-
ヘモグロビン濃度は鉄負荷によって抑制された（図 6b）。肝臓や脾臓における総鉄
含有量は鉄負荷により増加したが（図 6cおよび e）、造血刺激下における 57Fe含有
量は鉄負荷によって変化しなかった（図 6dおよび f）。 
 次に異なる鉄介入条件下での食餌性鉄の造血への寄与をヘモグロビン総量に対す
る 57Fe-ヘモグロビン濃度の相関で解析した。その結果、鉄欠乏群、コントロール
群、鉄負荷 0.5 群、鉄負荷 1.0 群それぞれにおいて 57Fe-ヘモグロビン濃度/ヘモグロ
ビン濃度の傾きは 0.49、0.61、0.27、0.16となった（図 7a-d）。これらの値は、ヘ
モグロビン合成における食餌性鉄の寄与度を平均化したものと考えることができ、
鉄負荷によりヘモグロビン合成における食餌性鉄の寄与度が低下することが示され
た。 
 
4, 造血刺激下においても DMT1および FPN の発現は鉄負荷により抑制される 
次に鉄負荷により食餌性鉄の造血への寄与が低下する分子メカニズムを調べた。
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Day 0における血清中の hepcidinレベルは体内鉄非介入群よりも鉄負荷群で有意に
高かった（図 8a）。また、造血定常条件下（対照液投与条件下）および造血刺激条
件下（C.E.R.A.投与条件下）いずれにおいても鉄負荷は Day 5の血清 hepcidin濃度
を増加させたが、各鉄介入条件下で対照液投与群と C.E.R.A投与群を比較すると、
C.E.R.A.投与群における Day 5 の血清 hepcidin濃度が低値であった。しかしなが
ら、C.E.R.A.投与条件下であっても鉄負荷介入群では体内鉄非介入群と比較し血清
hepcidinが高値に維持されていた。 
 体内鉄非介入群および鉄負荷 1.0群について、Day 5の十二指腸における DMT1
と FPNの発現を免疫組織化学的手法で解析した（図 8b）。また半定量的評価を図 8c
および 8dに示した。体内鉄非介入群においては、C.E.R.A.投与は DMT1 の発現を
強く誘導したが、この現象は鉄負荷 1.0群において認められなかった（図 8bおよび
c）。同様に体内鉄非介入群で認められた C.E.R.A.による FPN発現誘導は、鉄負荷
1.0群において認められなかった（図 8bおよび d）。 
 
5, 造血刺激下において肝臓および脾臓における FPN発現レベルは鉄負荷の影響を
受けない 
これまでの結果により、造血刺激下であっても鉄負荷によって食餌性鉄の造血利用
は抑制されるが、ヘモグロビン濃度自体は変化しないことが示された（図 8b）。こ
のことから、鉄負荷条件下で造血刺激を行うと食餌性鉄の吸収が抑制される分、網
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内系に蓄えられていた貯蔵鉄がヘモグロビン合成に利用されていると推察された。
そこで、肝臓および脾臓における FPN発現レベルを解析した（図 9a-c）。FPNは肝
臓においてクッパー細胞およびマクロファージで発現し、脾臓においては赤脾髄で
の発現が確認された。 
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6. 考察 
本研究では安定同位体 57Feおよび誘導結合プラズマ質量分析装置を用いることによ
り、食餌性鉄の体内動態および分布を定量的に解析することができた。これまでの
研究により、C.E.R.A.は hepcidin抑制とそれに伴う十二指腸の FPN および DMT1
の発現増加を介して食餌性鉄の吸収を促進することが明らかになっている(14)。これ
ら鉄トランスポーターの合成や分解の制御は、IRP依存的な制御や hepcidinによる
分解促進等個々に理解されているが(23)、この研究では DMT1および FPNを含む
鉄吸収システム全体の吸収活性を明らかにすることに焦点を当てた。さらに、この
研究では食餌性鉄の造血への寄与を直接定量化した。 
 C.E.R.A.投与下では、肝臓、脾臓および骨髄における鉄含有量は造血活性に伴い
増減した（図 3b-c）。これは、これらの組織では造血に応答した鉄の出入りが起きる
ためである。たとえば肝臓では貯蔵鉄を造血に動員するため、一時的に鉄含有量は
低下するが、造血活性の収束に伴い回復する。脾臓では髄外造血の影響により、一
時的に組織内の鉄含有量が増加するが、造血活性の収束に伴い、造血刺激前と同等
のレベルに戻る。一方で、赤血球中に取り込まれる食餌性鉄は経時的に増加した
（図 3a）。これは赤血球においては鉄の流出がなく取り込まれた鉄が蓄積するため
だと考えられる。従って、赤血球中のヘモグロビン合成に使用された食餌性鉄量
（57Fe-ヘモグロビン濃度）は、食餌性鉄の吸収活性を評価する指標として適してい
ると考えられた。この指標を用いると、造血刺激下では鉄吸収システムの活性が著
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しく増加することが明らかとなった（図 3e）。 
 確立した評価系を用いて、異なる鉄介入条件下での食餌性鉄の造血への寄与を定
量的に評価することを試みた。定常造血条件においても造血刺激条件においても、
鉄負荷によって食餌性鉄の造血利用が抑制されることが明らかになった（図 6b）。
このとき、ヘモグロビン濃度自体は鉄負荷によって有意に変化しておらず（図
6a）、食餌性鉄の造血利用が抑制された分は貯蔵鉄によって補われていることが推察
された。 
まず、鉄負荷によって食餌性鉄の造血利用が抑制される分子メカニズムについて
考察する。それぞれの鉄介入条件下について、定常造血条件下（対照液投与）と造
血刺激条件下（C.E.R.A.投与）における血清 hepcidin濃度を比較すると、造血刺激
条件下で血清 hepcidin濃度の低下が確認された（図 8a）。しかしながら、鉄負荷条
件下においては造血刺激によってもコントロールより高い値を維持しており、血清
hepcidin濃度を十分低値に抑制できていないことが示された。同時に鉄吸収を担う
トランスポーターの発現レベルも鉄負荷の影響で低値に抑制され（図 8b-d）、食餌性
鉄の造血利用は、体内鉄非介入条件と比べて抑制されたものと考察された。 
次に鉄負荷条件によって食餌性鉄の造血への寄与が抑制されている条件において
も、ヘモグロビン濃度が維持されたメカニズムについて考察する。私は貯蔵鉄から
の鉄動員に着目し、網内系の FPN発現が鉄負荷によって影響を受けるか検証した。
その結果、図 9に示すように、定常造血条件において、鉄負荷は肝臓 FPNの発現レ
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ベルを増加させた。また造血刺激条件においては、鉄負荷は肝臓 FPN の発現レベル
に影響しなかった。脾臓の FPNについても、造血刺激および鉄負荷の影響を受けず
一定の発現レベルが確認された（図 9aおよび c）。このことから、鉄負荷によっ
て、食餌性鉄の造血利用が抑制されていても、貯蔵鉄からの供給は維持される可能
性が示唆された。組織への過度な鉄蓄積は、フェントン反応やハーバーワイス反応
を介して酸化ストレスを発生させるため組織を傷害する可能性があるため(24, 25)、
鉄負荷条件下において、貯蔵鉄の供給を維持し造血に利用する機構が存在すること
は非常に合理的なメカニズムであると考えることができる。 
しかしながら、鉄負荷により血中 hepcidin濃度が高値になり、十二指腸の FPN
の発現が低下しているにも関わらず、肝臓および脾臓の FPN発現が減弱しないメカ
ニズムについては十分解明されていないため、これまでの報告も合わせて考察す
る。組織から血中への鉄放出の制御には、全身レベルでの制御と細胞レベルでの制
御の両方が関わっていることは、これまで個々に報告されてきた。全身レベルでの
制御に関わるのが肝臓で産生され血中に放出される hepcidinである。Hepcidinは
十二指腸上皮細胞、マクロファージ、肝細胞上の FPNに結合し、FPN の内在化と
分解を促進する(7)。一方、細胞レベルでの鉄制御には iron responsive element/iron 
regulatory protein（IRE/IRP）システムが関与していることが知られている(26-
28)。IREはmRNAの非翻訳領域に存在するヘアピン構造で、IRPが IREに結合す
ることにより遺伝子の翻訳を調節する。多くの研究により、IRPが 5’UTRに存在す
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る IREに結合した場合には遺伝子の翻訳が抑制され、一方で 3’UTRに存在する
IREに結合した場合にはmRNAの安定性が高まり遺伝子の発現が亢進することが明
らかになっている(28)。DMT1と FPNについては、それぞれ 3’UTRと 5’UTRに
IREが存在することが明らかとなっている。細胞内鉄濃度が低い場合には活性化し
た IRPが DMT1の 3’UTRおよび FPNの 5’UTRに結合するため、DMT1は翻訳亢
進、FPNは翻訳抑制される。一方、細胞内鉄濃度が高い場合には IRPは不活性化
し、DMT1の発現は低下、FPNの発現は亢進すると考えられる(29-31)。これらの
ことを考慮すると、図 9aおよび bで見られた鉄負荷による肝臓 FPN の発現増加
（定常造血条件下）もしくは維持（造血刺激条件下）には IRE/IRPシステムを介し
た FPNの発現亢進が関与している可能性が考えられる。今回の研究では、鉄負荷環
境下で造血刺激を行った際に、鉄を負荷しなかった条件と比較し十二指腸の FPNは
発現低下、肝臓の FPN は発現が維持されるという組織特異性が観察されていた。こ
の組織特異性を決定する因子として、表 3に示す細胞内鉄濃度増加による IRE/IRP
システムを介した FPN の翻訳亢進と、hepcidinの増加による FPN 分解促進のバラ
ンスが関与しているのではないかと考察した。肝臓は鉄貯蔵組織であるため、鉄負
荷の介入により細胞内鉄濃度が増加し、IRPが活性化し FPNの翻訳が亢進したが、
一方の十二指腸では鉄負荷環境下でも上皮細胞に鉄が蓄積することはないため、
IRPの活性は変わらず結果として hepcidinによる分解の影響を受けやすい可能性が
ある。 
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生体には鉄の排出機構が存在しないため、吸収を担う十二指腸で体内鉄状態に応
じて鉄の取り込みを厳密に調節することは非常に合理的と考えられる。そのための
仕組みとして、十二指腸では細胞内に鉄を蓄積せず、全身レベルでの鉄状態を反映
する hepcidinに依存して鉄の吸収を制御しているのではないかと考えた。鉄を取り
込む際の繊細なコントロールは”mucosal block”と呼ばれている(8, 32-39)。一方で、
本研究において、肝臓や脾臓の FPN発現は hepcidinによる分解制御のみならず、
別の制御機構により発現が維持されており、組織から血中へ鉄を取り出す機構が維
持されることが明らかとなった（図 9a-c）。今回の結果から十二指腸における鉄吸収
システムと肝臓における鉄動員システムを比較すると、鉄吸収システムは体内鉄状
態に対しより鋭敏に応答していると考えることができる。 
体内鉄状態に対する組織特異性の例として、腎臓と肝臓での Epo 遺伝子発現が体
内鉄状態に対し異なる応答を示すことを参考論文の研究において明らかにしている 
(36)。Epo遺伝子は低酸素誘導的に腎臓および肝臓において発現するが、鉄剤をマ
ウスに腹腔内注射したところ、腎臓での Epo遺伝子発現能が著しく減弱したもの
の、肝臓での Epo遺伝子発現能は影響を受けなかった。このとき、両臓器への鉄沈
着が観察されたので、腎臓における Epo遺伝子発現制御は体内鉄状態に対し肝臓よ
りも高感受性であると考えられた。十二指腸における鉄吸収制御、腎臓における
Epo産生制御は、生体への影響が非常に大きいため、他の臓器よりも鋭敏に鉄に応
答する機構が備わっている可能性がある。 
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 要約すると、本研究により鉄吸収システムの活性を評価する方法が確立され、食
餌性鉄の吸収システムは網内系における貯蔵鉄の放出システムよりも体内鉄状態に
感受性が高いことが明らかとなった。鉄負荷条件下においては、食餌性鉄の造血利
用が抑制される代わりに、貯蔵鉄からの供給で補填する仕組みが生体には備わって
いることが明らかになった。言い換えると、体内鉄状態が多い場合には、造血が食
餌性鉄よりも貯蔵鉄を優先的に利用すると考えることができる。造血に利用される
食餌性鉄と貯蔵鉄のバランスを適切に調整するため、鉄吸収システムと貯蔵鉄の放
出システムは、IRE/IRPシステムを介した細胞レベルの制御と hepcidinを介した全
身レベルの制御によって精密にコントロールされていることが示唆された。 
 本研究結果を応用し、実臨床で貧血改善に使用される鉄剤の投与について再考し
たい。静注鉄や経口鉄は安価なため、貧血改善に一般的に使用される薬剤である
が、鉄負荷の介入であるため、生体の鉄吸収システムを不活性化させてしまう可能
性がある。鉄吸収システムの活性を生かしたまま、貯蔵鉄も有効に造血に動員する
介入として、C.E.R.A.による造血刺激は生体に適した貧血改善治療薬ではないかと
考えた。 
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7. 結論 
1. 鉄の安定同位体 57Feおよび誘導結合プラズマ質量分析装置を用いて、食餌性鉄
の吸収活性を評価する系を確立した。食餌性鉄由来のヘモグロビン合成量は、食
餌性鉄の吸収活性を評価する指標として有効である。 
 
2．造血刺激により、食餌性鉄の造血への寄与が大きくなり、食餌性鉄の吸収活性が
高まる。 
 
3. 鉄負荷条件下では、C.E.R.A.による造血刺激下においても血中 hepcidin濃度が
高値に維持され、十二指腸の FPNおよび DMT1の発現が低下することにより、
食餌性鉄の造血利用が減少する。 
 
4. Hepcidinは FPNを分解するため、十二指腸の FPN発現は鉄負荷により低下し
た。しかし、肝臓および脾臓の FPN発現は鉄負荷により減少しなかった。鉄負
荷により肝臓および脾臓の貯蔵鉄が増加すると IRPが不活性化されるため、
FPNタンパク質合成が活性化し、hepcidinによる分解量を補ったことが推察さ
れる。 
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9. 図 
 
 
 
 
図 1. C.E.R.A.刺激条件下で造血に使用された食餌性鉄の利用を評価するため、コン
トロール飼料を摂餌したマウスに対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与
し、直後にコントロール飼料から 57Fe飼料へ切り替えた。投与日を Day 0 とし、
Day0、2、5、8、14にマウスを麻酔下放血により安楽死処置し、解析を実施した。
各グループ 5匹のマウスを使用した。 
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図 2. 鉄介入条件下での食餌性鉄の造血への寄与を調べるため、鉄欠乏マウスモデル
および鉄負荷マウスモデルを作出した。鉄欠乏マウス群では鉄欠乏食を 5日間摂餌
した後、対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与し、直後に 57Fe飼料に
切り替えた。一方、コントロールマウス群にはデキストラン、鉄負荷マウス群には
鉄デキストランを尾静脈内投与し、投与から 5日後に対照液もしくは C.E.R.A. 10 
μg/kgを尾静脈投与した後、57Fe飼料に切り替えた。鉄剤の投与量については鉄 0.5
負荷群にはマウスあたり鉄デキストラン 0.5 mg を、鉄 1.0負荷群にはマウスあたり
鉄デキストラン 1.0 mg を投与した。対照液もしくは C.E.R.A.の投与日を Day 0 と
し、Day 0、5、8に、マウスを麻酔下放血により安楽死処置し、解析を実施した。
各グループ 4-5匹のマウスを使用した。 
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図 3. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) ヘモグロビ
ンレベル、b) 肝臓中の鉄含有量、c) 脾臓中の鉄含有量、d) 骨髄細胞中の鉄含有
量、e) 57Fe-ヘモグロビンレベル、f) 肝臓中の 57Fe含有量、g) 脾臓中の 57Fe含有
量、h) 骨髄細胞中の 57Fe含有量。結果は平均値±標準偏差で示した。*P < 0.05 
（対照液投与群との比較、二元配置分散分析、n = 5) 
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図 4. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) 網状赤血球
数、b) 赤血球数。*P < 0.05（対照液投与群との比較、二元配置分散分析、n = 5）  
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図 5. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) 血清
hepcidin濃度、b) C.E.R.A.もしくは対照液を投与して 5日後の十二指腸における
DMT1と FPNの免疫組織化学染色像、および c) 免疫組織化学染色像における
DMT1と FPNの発現レベルの半定量的解析。結果は平均値±標準偏差で示した。*P 
< 0.05（対照液投与群との比較、ウィルコクソンテスト後ボンフェローニの補正を実
施、n = 5） 
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図 6. 鉄介入条件下における食餌性鉄の造血利用。鉄欠乏（ID）、コントロール、鉄
負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄負荷 1.0 mg/mouse）の鉄介入
条件下で、C.E.R.A.もしくは対照液を投与し、Day 0 および Day 8における a) ヘ
モグロビンレベル、b) 57Fe-ヘモグロビンレベル、c) 肝臓中鉄含有量、d) 肝臓中
57Fe含有量、e) 脾臓中鉄含有量、f) 脾臓中 57Fe含有量を測定した。結果は平均値±
標準偏差で示した。*P < 0.05（鉄非介入群との比較、ダネットテスト、n = 5）。†‡§¶
については、対応する鉄介入条件での対照液投与群との比較において t test で p値
0.05未満を有意な差とした。 
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図 7. a) 鉄欠乏マウス、b) コントロールマウス、c) 0.5 mg/mouseの用量で鉄負荷し
たマウス、d) 1.0 mg/mouseの用量で鉄負荷したマウスにおける 57Fe-ヘモグロビン
レベル vs ヘモグロビンレベルの相関解析。 
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図 8. 鉄介入条件下における鉄代謝関連因子の発現変化。a) 鉄欠乏（ID）、コントロ
ール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄負荷 1.0 mg/mouse）
の条件下で、C.E.R.A.もしくは対照液を投与し、Day 0 および Day 5 における血清
hepcidin濃度を測定した。結果は平均値±標準偏差で示した。*P < 0.05（鉄非介入群
との比較、ウィルコクソンテスト、n = 4-5）。†‡§¶については、対応する鉄介入条件
での対照液投与群との比較において Wilcoxon test で p値 0.05未満を有意な差とし
た。b)各鉄介入条件下で C.E.R.A.もしくは対照液投与後 Day 5 における十二指腸
DMT1および FPNの免疫組織化学染色像。c) DMT1および d)FPN の発現レベルの
半定量的解析。結果は平均値±標準偏差で示した。ウィルコクソンテストで P 値 0.05
未満のものを有意な差とした (n = 4-5)。 
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図 9. 肝臓および脾臓における鉄負荷による FPN発現変化。a) コントロールまたは
鉄負荷条件下（1.0 mg/mouse）において、マウスに C.E.R.A.もしくは対照液を投与
し、5日後の肝臓（上のパネル）および脾臓（下のパネル）における FPN発現を免
疫組織化学により評価した。b) 肝臓 FPNおよび c) 脾臓 FPNの発現レベルの半定
量的評価。結果は平均値±標準偏差で示した。ウィルコクソンテストで P 値 0.05未
満のものを有意な差とした (n = 4-5)。 
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10. 表 
表 1. 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷条件下において C.E.R.A.もしくは対照液を投
与して 0、5、8 日後の網状赤血球数および赤血球数 
グループ 網状赤血球数 (×109/L)  赤血球数 (×1010/L) 
  Day 0 Day 5 Day 8  Day 0 Day 5 Day 8 
Vehicle 
        
ID 283 ± 39 396 ± 39 373 ± 75  917 ± 33 932 ± 51 861 ± 42 
Control 337 ± 60 381 ± 16 342 ± 63  965 ± 56 948 ± 30 895 ± 49 
Iron 0.5 316 ± 27 398 ± 73 383 ± 40  904 ± 28 950 ± 37 884 ± 41 
Iron 1.0 269 ± 41 351 ± 111 343 ± 21  920 ± 31 892 ± 56 848 ± 26 
C.E.R.A. 
        
ID 283 ± 39 2028 ± 175 1907 ± 221*  917 ± 33 1060 ± 103 1136 ± 56 
Control 337 ± 60 2307 ± 591 1158 ± 389  965 ± 56 1111 ± 81 1106 ± 55 
Iron 0.5 316 ± 27 2141 ± 184 1594 ± 240  904 ± 28 1026 ± 33 1156 ± 86 
Iron 1.0 269 ± 41 2049 ± 209 1363 ± 408  920 ± 31 1055 ± 88 1070 ± 81 
ID; 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄
負荷 1.0 mg/mouse）。結果は平均値±標準偏差で示した。ダネットテストで P 値
0.05未満のものを有意な差とした (n = 4-5)。 
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表 2. 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷条件下において C.E.R.A.もしくは対照液を投
与して 0、5、8 日後の骨髄内赤芽球成熟状態 
グループ Ter119(+)CD71(high) (%)  Ter119(+)CD71(low) (%) 
  Day 0 Day 5 Day 8  Day 0 Day 5 
Day 8 
 
Vehicle 
        
ID 28.7 ± 2.1 34.5 ± 3.6 34.4 ± 3.4  17.2 ± 4.4 15.7 ± 5.4 20.0 ± 3.0* 
Control 29.4 ± 3.0 27.2 ± 3.8 27.4 ± 6.7  19.7 ± 4.9 26.7 ± 19.1 14.5 ± 1.5 
Iron 0.5 32.6 ± 2.8 28.7 ± 8.4 31.6 ± 2.8  17.3 ± 7.0 12.1 ± 4.8 16.3 ± 4.5 
Iron 1.0 29.3 ± 1.9 34.5 ± 2.8 32.2 ± 3.4  16.0 ± 4.8 18.8 ± 5.4 15.5 ± 3.2 
C.E.R.A. 
        
ID 28.7 ± 2.1 57.9 ± 3.8 54.6 ± 4.8  17.2 ± 4.4 13.8 ± 8.5 26.3 ± 3.9 
Control 29.4 ± 3.0 59.4 ± 5.4 46.6 ± 6.5  19.7 ± 4.9 14.3 ± 5.6 26.3 ± 4.5 
Iron 0.5 32.6 ± 2.8 59.8 ± 2.3 47.5 ± 4.3  17.3 ± 7.0 12.3 ± 5.7 27.9 ± 2.9 
Iron 1.0 29.3 ± 1.9 60.1 ± 5.2 41.8 ± 9.2  16.0 ± 4.8 13.1 ± 5.5 25.5 ± 9.5 
ID; 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄
負荷 1.0 mg/mouse）。結果は平均値±標準偏差で示した。ダネットテストで P 値
0.05未満のものを有意な差とした (n = 4-5)。 
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表 3. 鉄負荷条件下における十二指腸および肝臓の FPN発現制御に関する考察 
 十二指腸 FPN  肝臓 FPN 
全身レベルの制御 ↓（分解制御） Hepcidin を介した FPN 分解 ↓（分解制御） 
細胞レベルの制御 
→（変化なし） 細胞内鉄濃度 ↑（増加） 
→（変化なし） IRP ↓（不活性化） 
→（変化なし） 
IRE/IRPシステムを介した
FPN 制御 
↑（翻訳亢進） 
全身レベルの制御
＋ 
細胞レベルの制御 
↓（発現低下） FPN 発現 →（発現維持） 
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